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(54) Verfahren zur Herstellung von Liposomal verkapseltem Taxol 

(57) Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zu- 
bereitung, enthaltend liposomal verkapseltes Taxol mit 
hohern Taxolanteil, dadurch gekennzeichnet, dafc zur Ver- 
kapselung des Taxols ein Gemisch von membranbilden- 
den Amphiphilen, in denen Taxol gelost wurde, und eine 
wafcrige Phase ein- bis funfzigmal einer Hochdruckhomo- 
genisation mit Drucken von 50 bis 1600 bar {5-160 Mpa) 
unterzogen wird. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von liposomal verkapselten Taxol, Anwendungsgcbietc der Erfin- 
dung sind die Medizin und die pharmazeutische Industrie. 
5 Taxol ist ein in der Rinde verschiedener Eibenarten (Taxazeen) vorkommender Naturstoff der aus diesen Rinden [J. 
Amer. Chem. Soc, 93:2325 (1971)] bzw. neuerdings auch durch chemische Synthese [J. Amer. Chcm. Soc, 
1110: 5917-5919 (1988)] gewonnen werden kann. Taxol verfugt im Vergleich zu bisher bekannten Zytosiatika uber ei- 
nen vollig ncuartigen Wirkmechanismus [Ann. NY. Acad. Sci. 466 : 733-744 (1986); Sartorelli, A (ed.): Molecular Ac- 
tions and Targets for Cancer Chemotherapeutic Agents. Academic Press, New York, 1981, pp. 483-507.] Die Substanz 

10 fordcrt die Aggretation der Mikrotubuli aus Tubulindimeren und stabilisiert die Milcrotubuli durch Hemmung ihrer De- 
polymcrisation. Weiterhin kommt es zu einer abnormen Anordnung und Biindelung von Mikrotubuli wahrend des ge- 
samtcn Zcllzykluscs, was zur Bildung multipler mikrotubularer Teilungssterne wahrend der Mitose und damit zur Hem- 
mung der normalen dynamischen Reorganisation des mikrotubularen Nelzwerkes flihrt. Da dadurch die vitale Zellfunk- 
lion in der Interphase und wahrend der Mitose entscheidend beeinfluBt wird, zeigt Taxol eine deutliche antincoplastische > 

15 Aktiviiai gegen vcrschicdene Tumoren, u. a. gegen implantierte B 16-MeIanomc, P388-Leukamie und gegen humane 
Mammalumorcn. 

Die Anwcndbarkcil von Taxol ist durch seine geringe Wasserloslichkeit stark eingeschrankt. Losungsvermi tiler wie 
Crcmophor (polycthoxylicrtes Castorol) und Alkohol verbessern die Loslichkeit, fuhren jedoch bei der Anwendung zu 
crhcblichcn Nebcnwirkungen, z. B. zu anaphylaktoiden Reaktionen. Die Verdunnung solcher Losungen mil physiologi- 

20 schcr Kochsalzlosung zur Applikation hat den Nachtcil, daB Taxol in physiologischer Kochsalzlosung kcine ausrei- 
chende Stabilitat (maximal 24 Slunden) bcsilzl. Eine dosislimitierende Ncbenwirkung ist die Myelosuppression in eisier 
Linic die Neutropenic [Scmin. Oncol. 19 : 646-662 (1992)]. Liposomen bieten aufgrund ihres amphiphilcn Charakters 
die Moglichkcit sowohl wasscr- als auch lipidlosliche Substanzen einzuschlieBen bzw. zu inkorporieren. 

Taxol als cine fast wasscrunloslichc Substanz laBt sich mit hoher Effizienz in der Lipidphase von Liposomen geeigne- 

25 icr Zusammcnsctzung loscn, so daB die durch Crcmophor EL beim Mcnschcn beobachteten Toxizitaten einschlieBlich ei- 
ner vcrmchrtcn Chylomikroncnbildung nicht mehr auftreten sollte. Die therapeutischc Effektivitat von freiem, liposomal 
vcrkapsclicm und nanopartikularem Taxol werden an zwei Leukamien, der P388 und der L1210, in vitro verglichen. 
Wahrend die Wachstumshcmmung der P388-Zellen fur alle 3 Arzncimittelformen gleich war, zeigte die L 12 10 eine gro- 
Bcrc Scnsiliviiat gegenuber der nanopartikularcn Form. Bei Testung allcr 3 Zubcreitungen an der P388 in vivo (12,5 mg/ 

30 kg/4 Tagc) warcn die frcic und liposomalc Form in ihrer thcrapcutischcn Effektivitat vcrgleichbar, wahrend nanopartiku- 
liircs Taxol akutc Toxizitaten hcrvorrief [J. Microencapsul. 7 (2): 191-7 (1990]. In ciner weiteren Studie wurdc Taxol in 
frcicr und liposomalcr Form hinsichtlich der Antilumorakti vital an zwei humanen Glioblastomen im Nude-Modell geie- 
stcl (12,5 mg/kg/4 Tage). Bcidc Formcn fuhrtcn zu ciner signifikantcn Vcrringerung des Tumorwachstums fin- Vivo 6 
(1): 23-7 (992)). Sharmaci al. (Cancer Res. 53: 5877-81 (1993)] und Slraubingcr ct al. [J.Natl. Cancer Inst. Monographs 

35 1 5 : 69-78 (1993)) bcrichtcn von cincm signifikantcn Antiiumorcffckt von liposomalem Taxol (10-^5 mg/kg) am muri- 
ncn Taxol-rcstistcntcn Colon-26-Modcll. In WO 93/1 875 1 wird die Vcrkapsclung von Taxol in Liposomen und die Ver- 
wendung der crhaltcncn Produkte zur Bchandlung von Krcbscrkrankungcn beschrieben. Bevorzugt wird eine Kombi na- 
tion dicscr Bchandlung mit Hyperthermic. Die hcrgcstclllcn Taxol-Liposomcn zeigen eine verbesserte Stabilitat. 

Bisher wurdc ein Patent (WO 93/1 8751) angcmcldct, in dem eine Viclzahl von Taxol-Liposomen-Kombinationen be- 

40 ansprucht wird, von denen insbesonderc Vcsikcl mil positiver Ladung auf der Basis von Cardiolipin, Phosphatidylcholin 
und Cholesterol hcrgcstcllt und untcrsucht wurden. 

Das auf dicsc Wcisc vcrkapscltc Taxol muBtc jedoch in den Ticrversuchen an vier aufeinanderfolgenden Tagen appli- 
zicrt werden, da cine cinmaligc Gabe ofTcnsichtlich nicht zum gewunschtcn AntitumorerTekt fiihrie. 

Die Erfindung hat das Zicl, liposomal vcrkapseltes Taxol mit hohem Taxolanteil und hohcrer Stabilitat, damit erhohter 

45 thcrapcuti schcr Wirksamkeil, zur Vcrfugung zu stellcn. Die Aufgabc bestcht darin, spezifische Formen der Verkapselung 
von Taxol zu cntwickeln und dicsc, ggf. in Kombination mit anderen freien bzw. liposomal verkapselten Substanzen, zur 
Bchandlung unlcrschiedlichcrTumorarten und Lokalisationcn einzusetzen. Im Vordergrund stcht hicrbei neben der mog- 
lichsi cinmaligcn Applikaiion des liposomalen Taxols auch die Verhinderung des dosislimitierenden nculropcnischen Ef- 
fektes, des unverkapsclten Taxols z. B. durch Kombination mit liposomalem Carboplatin. 

50 Die Aufgabc wird gemaB Anspruch 1 gelost, die Unteranspriiche sind Vorzugsvarianten. Die Verkapselung wird erfin- 
dungsgcmaB mittels Hochdruckhomogenisierung durchgefuhrt. 

Die Expcrimente umfassen Arbeiten zur Preparation und Charaktcrisicrung verschiedener taxolhaltigcr Liposomenty- 
pen untcrschicdlicher GroBe und Zusammensetzung. 

Fur die tiercxperimentelle Prufung wurden Liposomen nach Beispiel 1 cingesetzt. Es konntc u. a. an eincm menschli- 

55 chen Mamma-Karzinom (MaTu) gezeigt werden, daB diese Liposomenpraparalion im Vergleich zum freien Taxol (4 
Tagc Thcrapie, je Tag 12,5 mg/kg) bcreits nach einmaliger Applikation von 50 mg/kg eine verbesserte therapeutischc 
Wirksamkeil bei geringerer Hamatotoxizilat aufwies (Abb. 1 + 2). 
Als Verkapselungsmittel werden verwendet 

60 a) ein natiirliches, halbsynthetisches oder vollsynthetisches Amphiphil, wie ein Lipid, ein Tensid oder einen Emul- 

gator, 

b) eine geladene Lipidkomponente und/oder eine gesattigte Lipidkomponente, eine Etherlipidkomponcnte, 

c) ein Polymer 

d) eine Tragerflussigkeit und ggf zusatzliche Hilfsstoffe, wie z. B. Nanopartikel enthalt. 

65 

Das Amphiphil hat bevorzugt die in Anspruch 8 angegebene Form el I. Als geladene Lipidkomponente werden bevor- 
zugt cingesetzt: das Anion des Dicethylphosphats, der Palmitinsaure, der Siearinsaure, das Anion eincs Phospholipids, 
wie Phosphatidylserin oder Phosphatidsaurc oder das Anion eincs Sphingolipids wic Sulfatid. In einer besondcrs gunsli- 
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Phosphai-gepufferter (pH 7 ,2-7 ,4) Kochsalzlosung dispergiert. Die enlstandene Dispersion multischichtiger Liposomcn 
wird im Hochdruckhomogenisator (Gaulin Mikrolab 40) bei 700 bar behandcll. Die emstandene Liposomcndispcrsion 
(SUV) ist bei 4 Grad Celsius kurzzeitig lagerfahig und eignet sich zur parenteralen (i. v.) Applikalion. Zur langercn La- 
gerung cignct sich die Gelbildung bzw. die Lyophilisierung. 

Beispiel 2 

Liposomcn, hergestellt wie im Beispiel 1 werden mil einem geeigneten Vemebler aerosolisiert (z. B. Acro-Tcch II) 
und somil der inhalaiiven Applikalion zuganglich gemacht. 

Paienianspruche 

1 . Vcrfahrcn zur Hersiellung ciner pharmazeulischen Zubereitung, enthallend liposomal verk apse lies Taxol mil ho- 
hcm Taxolanieil, dadurch gekennzeichnet, daB zur Verkapselung des Taxols ein Gemisch von mcmbranbildcndcn 
Amphiphilcn, in dcncn Taxol gelosl wurdc, und eine waBrige Phase ein- bis fiinfzigmal einer Hochdruckhomogcni- 
saLion mil Drucken von 50 bis 1600 bar (5-160 Mpa) unlerzogen wird. 

2. Vcrfahrcn nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnel, daB vor der Hochdruckhomogenisaiion ein dunncr, irok- 
kcncr Lipidfilm unicr Enifernung der Ldsungsmiticl durch Evaporaiion odcr durch Spruhlrocknung hcrgcsicllt wird 
und dcr Lipidfilm in Wasser dispergien wird. 

3. Vcrfahrcn nach Anspruch 1 odcr 2, dadurch gekennzeichnel, daB zwischen oder nach der Hochdruckhomogeni- 
saiion cine Gcfrier/Tau-Bchandlung odcr eine Gefrierlrocknung/Redispersions-Behandlung erfolgU 

4. Vcrfahren nach einem dcr Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnel, daB eine Uberfuhrung in eine frciflic- 
Bcndc Dispersion crfolgl. 

5. Vcrfahrcn nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnel, daB die Dispersion durch Filler mil einer Porenwcilc von 
0J bis 1 um filiricrl wird. 

6. Vcrfahrcn nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnel, daB als Vcrkapselungsmillel 

a) cin natiirliches, halbsynlhclisches oder vollsyntheiisches Amphiphil 

b) cine geladenc Lipidkomponentc und/oder 
cine gcsalligle Lipidkomponenie und/oder 
cine Elhcrlipidkomponcnic, 

c) cin Polymer 

d) cine Tragcrflussigkcil eingeselzi werden. 

7. Vcrfahrcn nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnel, daB das Amphiphil ein Lipid, ein Tensid odcr ein Emulga- 
lor isl. 

8. Vcrfahrcn nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnel, daB ein naliirliches, halbsynlhelisches oder vollsyniheii- 
sches Amphiphil dcr allgcmcincn Formcl I, 

CH 2 - O - R x 

I 

R 2 - O - CH O CH 3 
| J +/ 

CH 2 - P - CH, - CH 2 - N - CH 3 I 

I I 

-O CH 3 

worin R x und R 2 Ci 0 -C 2 o-Alkanoyl, -Alkenoyl, -Alkyl, -Alkenyl bcdeuien, eingeselzi wird. 

9. Vcrfahrcn nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnel, daB als geladenc Lipidkomponenie das Anion des Dice- 
ihylphosphats, der Palmilinsaure, der Slearinsaure, das Anion eines Phospholipids, das Anion cines Sphingolipids, 
eingeselzi wird oder daB ein chemisch modifizicnes Phosphalidylelhanolamin, iiber das Proieine angckoppell wer- 
den konncn, oder Eiherlipide, eingeselzi werden. 

10. Vcrfahrcn nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnel, daB, Phosphatidylserin, Phosphalidsaure, Phosphaiidyl- 
glyccrol odcr Sulfaiid eingeselzi wird. 

11. Vcrfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnel, daB als ncuiralc Lipidkomponenie Phosphaiidylcholin 
eingeselzi wird. 

12. Vcrfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnel, daB als gcsalligle Lipidkomponenten Dipalmiloylp- 
hosphaiidylcholin oder Dimyrestoylphosphaiidylcholin eingeselzi wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 12, dadurch gekennzeichnel, daB Nanopanikel als zusaizlichc Hilfs- 
sioffe eingeselzi werden. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 12, dadurch gekennzeichnel, daB in oder an dcr Membran dcr Vcsi- 
kcl als Polymer Polycihylenglycol (MG 2000-10000) enlhallen isl. 
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